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Kasutatud lihendid

BSA — veise albumiini seerum (Bovine serum albumin)

CD146 — diferentseerimisklaster 146 (Cluster of differentiation 146)

CMV - tsiitomegaloviirus (Cytomegalovirus)

COPS — hiire fibroplastirakud

CSV - komaga eraldatud vaartused (Comma-separated values)

DLS — diinaamiline valguse hajuvus (Dynamic Light Scattering)

DTT - ditiotreitool (Dithiothreitol)

EBNA — Epstein-Barri viiruse tuumaantigeen (Epstein-Barr virus-encoded nuclear
antigen)

FCS — veiseloote seerum (Fetal calf serum)

hEF1a — inimese elongatsioonifaktor 1-Alpha (human Elongation Factor 1-Alpha)

IMDM - Iscove'i modifitseeritud Dulbecco s66de (Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium)

iTRAQ - isobaarsed margistamised relatiivseks ja absoluutseks kvantifitseerimiseks
(Isobaric tags for relative and absolute quantification)

LC-MS - vedelikkromatograafia-mass-spektromeetria (Liquid chromatography-mass
spectrometry)

LFQ — margisevaba kvantifitseerimine (Label-Free Quantification)

MAGEA4 — melanoomi assiotsieerunud antigeen 4 (Melanoma-associated antigen 4)
MAGEA10 — melanoomi assiotsieerunud antigeen 10 (Melanoma-associated antigen 10)
MART1 - melanoomi T-rakkudega 1 tuvastatud antigeen (Melanoma antigen recognized
by T cells 1)

MCAM — melanoomirakkude adhesioonimolekulid (Melanoma cell adhesion molecule)
MLV — hiire leukeemiaviirus (Murine leukemia virus)

MS? ehk MS/MS — tandem mass-spektromeetria (Second stage of mass spectrometry)
MUC18 - rakupinna glikoproteiin (Cell surface glycoprotein MUC18)

PBS — fosfaatpuhvri lisandiga keedusoolalahus (Phosphate buffered saline)

SILAC - stabiilsete isotoopide aminohapete rakukultuuris mérgistamine (Stable isotope

labeling using amino acids in cell culture)



TMT - tandeemsed massi mérgised (Tandem mass tags)

TRPL1 - fosfo-ribostul-antranilaadi isomeraas (Phosphoribosylanthranilate isomerase)
VLP — viiruslaadne partikkel (Virus-like particle)

Q-Q — kvantiil-kvantiil (Quantile-Quantile)

XIC — valitud iooni seire kromatogramm ( Selected-ion monitoring chromatogram)



Sissejuhatus

Suurem osa rakutiilipidest vabastab ekstratsellulaarseid vesiikuleid — membraaniga
umbritsetud valkude, nukleiinhapete ja teiste biomolekulide kandjaid, mis osalevad nende
molekulide transpordis rakkude ja kudede vahel, olles kaasatud rakkudevahelisse
kommunikatsiooni, koagulatsiooni, tuumorigeneesi ja immuunraktsiooni protsessi.
Terminit ekstratsellulaarne vesiikul kasutatakse mis tahes sekreteeritud vesiikulite — nii
eksosoomide, mikrovesiikulite kui apoptootiliste kehade kohta. Mikrovesiikulid, mida
mdnikord nimetatakse ka mikroosakesteks, on plasmamembraanist saadud 100-1000 nm
labimddduga osakesed, mis tekivad plasmamembraani valjapoole pungumisel. Sarnaselt
ekstratsellulaarsete mikrovesiikulite pungumisega punguvad ka retroviirused, kus viiruse
gag valgumolekul indutseerib spontaanset mikrovesiikulite v8i viiruslaadsete osakeste teket
imetajate rakkudes. Viiruslaadseid partikleid saab kasutada, esitamaks immuunsusteemile
vOorepitoope. Gag pdhise viiruse laadseid partikleid kasutatakse vaktsiinidena, sest need

stimuleerivad humoraalset ja rakulist immuunvastust. (Kurg jt, 2016.)

Melanoomiga seotud antigeenid (MAGE), mis indutseerivad tsttotoksiliste T-
lumfotsuilitide  teket, kuuluvad vahi-testise antigeenide perekonda ja avastati
melanoomirakkude uurimisel. Valke MAGEA10, MAGEA4, MART1, TRP1 ja MCAM
ekspresseeritakse paljudes vahitiivedes ja seetdttu peetakse neid potentsiaalseks sintmérgiks
vahktdvevaktsiinide ja immunoteraapia loomisel. Uuringus ,,Biochemical and proteomic
characterization of retrovirus Gag based microparticles carrying melanoma antigens” (Kurg
jt, 2016) genereeriti viiruslaadseid partikleid MLV gag valku kasutades. Melanoomi
antigeenid MAGEA4, MAGEA10, MART1, TRP1 ja MCAM koekspresseeriti koos MLV
gag valguga hiire fibroblastides ja mdodeti valkude suhtelist arvukust saadud rakuvaliste

partiklite sees.

Kéesoleva bakalaurusetdd eesmark on leida eelnevalt mainitud valkude seosed teiste
valkude suhtelise arvukusega mikrovesiikulites, kasutades LFQ intensiivsuse analiiisi

pakettidega R-studio ja SPSS. Analiiusimiseks on kasutatud andmeid, mis on saadud



uurimusest ,,Biochemical and proteomic characterization of retrovirus Gag based

microparticles carrying melanoma antigens” (Kurg jt, 2016).

T66 on koostatud Tartu Ulikooli Tehnoloogiainstituudis.



1. Kirjanduse Ulevaade
1.1. Proteoomianaltitis margisevaba kvantifitseerimise abil

Mass-spektromeetriast on saanud (ks proteoomika olulisi analitsimismeetodeid valkude
identifitseerimisel ja kvantifitseerimisel. Hiljutised uuringud on ndidanud, et mass-
spektromeetria annab proteoomika eksperimentides lisaks valkude tuvastamisele nende
kohta ka olulist kvantitatiivset informatsiooni — informatsiooni nende absoluutse v0i
suhtelise koguse kohta. Proteoomika valdkonnas on kvantifitseerimisel kasutusele véetud
mitmeid margistamismeetodeid: isotoopne, metaboolne ja isobaarne margistus.
Margisevaba kvantifitseerimise korral seevastu ei kasutata mérgistamist mitte kummaski
proovis ning see meetod on teistest proteoomikas kasutusel olevatest meetoditest Kiirem ja
tundlikum. (Nahnsen jt, 2013.) Vorreldes néiteks meetoditega nagu SILAC, iTRAQ ja
TMT, on mérgisevabal kvantifitseerimisel suurem dunaamiline ulatus ja kdrgem
identifiseerimissuutlikkus. Samas on margisevaba kvantifitseerimise kvantitatiivne tapsus

vaiksem kui margistamisel péhinevatel meetoditel. (Megger jt, 2013.)

Mass-spektromeetrial pdhinev margisevaba kvantifitseerimine jaguneb kahte kategooriasse.
Esimese puhul tuginetakse peamiselt peptiidide intensiivsusele, mddtes ioonide
kromatograafilist intensiivsuse muutust (peptiidide piigipindalad ja -k&rgused), seda
nimetatakse margisevabaks vedelikkromatograafia-mass-spektromeetria ehk LC-MS

meetodiks, millega tuvastatakse aineid massi ja laengu suhte jargi. (Clough jt, 2012.)

Niisugune margisevaba signaalitugevusel pBhinev valgu kvantifitseerimine juhusliku ehk
shotgun-sekveneerimise meetodiga on paljulubav alternatiiv stabiilsete isotoopide
margistamisele  ekspresseeritud valkude hindamisel kompleksetes bioloogilistes
proovides.See lihtne ja tulus meetod vbimaldab statistilise analtlsi kaasamise korral
tuvastada ka véikseid bioloogiliselt motestatud muutusi. Mitmed uuringud on ndidanud, et
valitud peptiidi-ioonide ekstraheeritud ioonkromatogrammid (XIC) korreleeruvad hasti

valkude suhtelise arvukusega bioloogiliste proovide kogumis.



Teine margisevaba kvantifitseerimise meetod, mida nimetatakse spektraalseks
loendamiseks, vordleb igale valgule maaratud MS/MS spektreid, mddtes niiviisi valkude
suhtelist arvukust. MS/MS ehk tandem-mass-spektromeetria on kahest protessist koosnev
fragmentatsioon, mille esialgne selektsioon pohineb aparatuuri vdimel viia I&abi vaakumi
kaks voi enam ioniseeritud molekulaarset partiklit, millel on sama massi ja laengu suhe.
Teises staadiumis eraldatakse molekulid (ksteisest ning hiljem detekteeritakse ja
loendatakse. Seda staadiumi nimetatakse margisevabaks MS? kvantifitseerimiseks. Spektri
fragmentatsiooni jargselt on MS? kvantifitseerimisel olulisim analttsimisprotseduur kdige
sobivama matemaatilise algoritmi valimine. Selle meetodi rakendamine nbuab suuremat
arvutusvBéimsust ja niisuguseid algoritme, mis suudavad joondada kromatograafilisi piike ja
mdG6ta iooni intensiivsust, analiiisimaks valkude suhtelise arvukuse muutust bioloogiliste

proovide kogumis. (Everitt jt, 2011.)

Margisevabale kvantifitseerimisele jargneva statistilise analliiisiga on véimalik tuvastada ka
vaikseid olulisi muutusi, mis on bioloogiliselt mdtestatud. Mitmed uuringud on ndidanud,
et nii spektraalne loendamine kui valitud peptiidi ioonide kromatograafiline
ekstraheerimine korreleeruvad hasti valgu kompleksse suhtelise arvukusega bioloogilistes
proovides. (Wang jt, 2008.)

Soltumata sellest, millist margisevaba kvantifikatsiooni meetodit proteoomikas kasutatakse,
hdlmab protseduur alati kindlaid etappe, mille hulka kuuluvad proovi ettevalmistamine ehk
valkude ekstraheerimine, redutseerimine, alktilimine ja lagundamine, seejarel proovi
lahutamine  vedelikkromatograafiaga ja selle  analliisimine, 18puks valkude
identifitseerimine, kvantifitseerimine ja analliis. Valkude margistamise meetod sisaldab

proovide omavahelist kombineerimist parast margistamise I6petamist.

Margistamise meetodist paindlikuma méargisevaba kvantifikatsiooni meetodi puhul seevastu
valmistatakse iga proov eraldi, niisiis ei ole ka proovi suurus Uhelgi moel piiratud.
(Pocsfalvi jt, 2015).



1.2. Hierarhiline klasteranaliits

Klasteranallisi eesmérk on liigitada objektid organiseeritud slisteemi, kus igas rihmas on
sarnaste omadustega liikmed. Niisugused riihmad on suheliselt homogeensed iseenese
suhtes ja heterogeensed omavahel. Oluline on markida, et Kklasterdamise protseduuri
eesmark pole mitte gruppide erinevuste vélja selgitamine, vaid juhtumite vGi objektide arvu
vahendamine neid homogeensetesse klastridesse liigitades.

Klasteranalliiis vOib olla hierarhiline, jaotav (partitional) vdi alamruumiline (subspace).
Proteoomianallisis on hiearhiline klasterdamine eelistatavaim, kuna sellega on v6imalik

analliusi teostada erinevatel tasanditel ja visualiseerida tulemusi.

Hierarhilist Kklasterdamist v6ib jagada alt Ules ehk aglomeratiivseks ja ulalt alla ehk
eristavaks meetodiks. Alt tles ehk aglomeratiivset meetodit kasutatakse ronkem. Sel juhul
vaadeldakse alguses iga valku (he klastrina ja (hendatakse seejérel kaks Klastrit
rekursiivselt omavahel nii, et nende distants oleks minimaalne, sama tegevust jatkatakse
uute tekkinud klastritega, kuni kogu andmestik saab liidetud Uheks Kklastriks. (Shiga,
Mamitsuka, 2011.)

Reeglina on niisugune tegevus jaotatud neljaks sammuks. Esimese sammu puhul
arvestatakse, et iga valk vastab Uhele Klastrile. Teise sammuna tuleb leida koikide
vOimalike paaride vahekaugus, kolmanda sammuna tihendada leitud lahedased klastrid
uheks klastriks. Neljanda sammuna tuleb kontrollida, kas klasterdamine on digesti tehtud
vOi peab midagi muutma. Iga hierarhilise klasterdamise kaigus teostatud thendamine,
millega saadakse uus, sarnastest objektidest grupeeritud klaster, on pdordumatu — objekte ei
saa enam teise klastrisse mdaérata. Saadud klastritega liidetakse hiljem tlejdénud objektid.
(Zhang, Zhang, 2006.)
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Sarnaste objektide kauguse leidmiseks on Klasteranaltiisis neli v8imalikku meetodit.

Levinuim neist on Eukleidese kauguse meetod, mille puhul vahemaa leitakse valemiga:

-

m

J=1

Siin on g1 ja g2 kaks andmekogumi valku, m tahistab dimensiooninumbrit voi tingimust.

W1j ja W2j on g1 ja g2 valkude profiili vaartused.

See algoritm v@imaldab leida vahemaa kahe objekti vahel koikide muutujate puhul.
Eukleidese ruudu distants kuvatakse iga sammu puhul kdikide paaris olevate objektide vahe
kalkuleeritud maatriksina. Igas etapis liidetakse omavahel kokku need paaris olevad
objektid voi klastrid, millel on kbige minimaalsem Eukleidese vahemaa. See muudab
hierarhilise klasterdamise kéigus toimuva rihmitamise pikaajaliseks protsessiks, kuna iga

sammu Kkorral peab arvutama uue maatriksi, et votta arvesse hiljuti Ghendatud klastrid.

Eukleidese kauguse meetodi kasutamine on lihtne, kui tegemist on ihe objektiga tihe klastri
kohta. Kui Ghes v6i mdlemas klastris on dle ihe objekti, tuleb kasutada ménda muud seose
leidmise meetodit, et arvutada tapne vahekaugus paaris olevate klastrite iga objekti puhul.
Taas on eesmargiks leida kaks klastrit, mis on teineteisele kdige ldhemal, et need omavahel

Uhendada.

Kolme ja rohkema objektide arvuga kahe klastri vahemaad madarava seose leidmiseks on
mitmeid meetodeid. Neist (he sideme seost nimetatakse ka lahima naabri seoseks vOi
minimaalseks seoseks. See meetod méérab kauguse kahe klastri vahel, leides kahe klastri

objektide minimaalse distantsi.
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Klastrite x ja y distants leitakse jargmise valemiga:

Sx

D(x,y) = Z E Min{d(x;,y )]

".r-"

kus Sx ja Sy on Klastrite suurused. Uhe sideme seose puuduseks on asjaolu, et see vdib
monikord pohjustada klastrite aheldatust, andes seetbttu vaara l0pptulemuse. Taielik
seostatus ehk kaugeima naabri ehk maksimaalse seose meetod sarnaneb Uhe sideme
seosega, kuid erineb viimatinimetatust selle poolest, et siin otsitakse klastripaari objektide

vahelist suurimat distantsi. Klastrite x ja y distants leitakse jargmise valemiga:

D(x.y) = fax {d( "51.3"1-)}

—
Il
-

[\p’] o

b

— m

I A
-

Siin tekib probleem pdhjusel, et d4realade objekte otsides jéetakse klastrite lahedasemad

objektid kdrvale.

On olemas ka keskmise seostatuse ehk kaalumata keskmise seostatusega meetod, mis peaks
andma klastrite vahelise kauguse kohta tapseima hinnangu. Selle puhul leitakse igas klastris
keskmised objektid ja madratakse nendevaheline distants. Klastrite x ja y distantsi

leidmiseks kasutatakse jargmist valemit:

Sx Sy

= ). ). Ao
d(x:. V.
Sx Sy - [ 1 'J]
- =1 =1

D(x.y) =

(Hussain, Hazarika, 2011.)
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Hierarhiline aglomeratiivne Klasteranaltitis, millega saab vaadelda (heaegselt tuhandeid
valke, on muutunud standardseks ja Uheks koige populaarsemaks arvutuslikuks
proteoomianaliiisi meetodiks, kuna Uhte Kklastrisse koondunud tundmatute valkude
funktsioone on vdimalik jareldada samas klastris asuvate tuntud valkude funktsioonidest.
Klasterdamise tulemusi voib kujutada jarjestikulistel tasanditel Uhinemisi ja jagunemisi
visualiseeriva dendrogrammi ehk puu-tiipi diagrammina, mida saab kasutada ka sisendina
edasiseks klasterdamiseks. (Luo jt, 2003.) Hiearhilise klasterdamise puuduseks on
ajamahukas arvutuslik keerukus (Zhang, Zhang, 2006).

1.3. Kvantiil-kvantiil graafik

Q-Q graafik ehk kvantiil-kvantiil graafik on graafiline tooriist, mis aitab hinnata, kas
andmete kogum on usutav. Seda, kas statistilise analliisi sdltuv muutuja on normaalselt
jaotatud, saab kontrollida Q-Q graafikuga. See on Kkill kdigest visuaalne ning seega
subjektiivne hinnang, mis ei anna taieulatuslikku téendust andmestiku kehtivuse kohta,
kuid vdimaldab siiski mingil méaral kontrollida, kas piistitatud hiipotees on usutav — kui ei,

siis tuleb leida, millisest punktist viga lahtub.

Q-Q graafik on punktgraafik, mis on loodud, kandes saadud andmestiku kaks kvantiili
Uksteise vastu. Kui mélemad kvantiilid on Uhesuguse jaotusega ehk sarnased, peab joon

graafikul olema lineaarne.

Q-Q graafiku eelised on jargmised: proovid ei pea olema vordsed, paljusid
jaotusprobleemide aspekte saab Uheaegselt testida, saab leida nihkumise asukohti, nihkeid,
muutusi ~ simmeetrias, saab leida vOOrvaartusi, mis andmestikku ei  sobi.

(https://data.library.virginia.edu/diagnostic-plots/)
1.4. Residuals vs fitted

Residuals vs fitted on graafiline meetod, mis néitab, kas suvalisest andmestikust saadud
lineaarne regressioon on téene. See on hajuvusgraafik, kus y-teljel on jaagid ja x-teljel on

fitted-vaértused ehk hinnang. Jaakide analiiis méangib olulist rolli prognoosimudeli
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kujundamisel. Kdnealune graafik néitab, kas jaagid annavad mittelineaarse mustri. Kui
horisontaalsel teljel on vdrdselt jaotatud jaake, mis moodustavad selgeid mustreid, siis saab

sellest jareldada, et andmestik on mittelineaarne.

Residuals vs Fitted Residuals vs Fitted
N o | o
O 0@ O
- (o) 2 3 ((7;{;: & o (v
¢ B 6 oK O,
g © 2 o 0 \6’””’ %b o °
3 3 X4 o ) )
@ T & %6 © 4 !
& &’ = '
o = 2 O' (0]
ol '
b Al o
! 380 O49 810 300
T T T T T
6 -4 -2 0 2 4 6 8 6 4 -2 0 2 4 6
Fitted values Fitted values
Joonis 1. Joonis 2.

Esimene joonis néitab, et kehtib lineaarne mudel, kus punktid 36, 98 ja 38 kalduvad
lineaarsusest kdrvale. Teise joonise peal on ndha punast kdverjoont, seega antud mudel ei

ole lineaarse seosega.

Fitted-vaartus on teisiti Oeldult ennustatud véartus. On leitud, et fitted-vaartuse x saab

avaldada lineaarsest regressioonivdrrandist, kus y tahistab ennustatud vééartust:
y=by+bx.

Jadkide arvu tahistatakse e-ga, see on viga ehk kahe vaadeldava objekti vahe ehk
ennustatud ehk fitted-vaartus. Graafiliselt on see vertikaalne vahemaa andmestikust saadud

punkti ja sellesama punkti ennustatava koha véartuste vahe

e=y-y

e véartused on x-teljel ja ennustatud ehk fitted-vaartus on y-teljel. (Gipe, 1976.)
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1.5. Residuals vs leverage

Leverage on antud kontekstis arv, mis moddab regressioonimudeli vOimet liikuda

iseeneslikult y-telje suunas. Leverage’i moddetud ennustatud vaédrtus voib muutuda juhul,

kui vaadeldav regressioonimudel nihkub Uhe Uhiku vOrra y-telje suunas. Leverage’i

arvuline véartus jaab alati 0 ja 1 vahemikku. Punktil, millel on O leverage’i, ei ole mdju

regressioonimudelile. See graafik aitab leida mojusid, kui neid on. Koik vodrvaartused ei

mdjuta lineaarset regressiooni. Teistest graafikutest erinevalt ei oma mustrite olemasolu

selle graafiku puhul mingit tdhtsust — vaadata tuleb &drmisi védrtusi paremal all ja iilal

nurgas. Nendel punktidel vdib olla suurem mdju regressioonisirgele. Vaadelda tuleb

punkte, mis asuvad véljaspool punktiirjoont enk Cooki kaugust. Valjaspool Cooki kaugust

asuvad punktid mdjutavad regressioonitulemusi. Tulemused muutuvad, kui need punktid

eemaldada.

Residuals vs Leverage
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valjaspool

regressioonisirget suurel maaral. (Gipe, 1976.)

15

0.10 0.20 0.30

regressioonisirgele.

Cooki kaugust, see mdjutab



1.6. Korrelatsioonikordaja seos korrigeeritud determinatsioonikordajaga

Korrelatsioonikordaja ehk Pearsoni kordaja, mida margitakse tdhega r, moddab kahe
muutuja vahelist lineaarset seost. Korrelatsioonikordajat kasutatakse sageli valesti, jattes
arvestamata, et sellega ei saa kontrollida, kas mudel on lineaarne. Pearsoni kordaja vaartus
jaab vahemikku +1 kuni -1. (Miles, 2014.)

Korrelatsioonikordaja ~ vaartus  ruutu  vbetuna  on  determinatsioonikordaja.
Determinatsioonikordajat kasutatakse, et méaérata, kui hasti regressioonivGrrand
andmestikku  sobib.  Korrigeeritud determinatsioonikordaja on tihedalt seotud
determinatsioonikordajaga, mida tuntakse kui R-ruutu. R-ruut on statistiline meede, mis

naitab, kui suurt osa variatsioonist saab Kirjeldada regressioonisirgega. (Samas.)

Korrigeeritud R-ruudu vadrtus on alati 0 ja 1 vahemikus. Mida lahemale R-ruut on 1-le,
seda paremini kirjeldab regressioonivorrand mudelit — X ja Y suhet. Vdartused vahemikus
0 kuni 0,3 néitavad, et regressioonivlrrand sobib ndrgalt mudelisse, 0,3-0,7 néditab
mdddukat sobivust ja 0,7 kuni 1,0 tugevat. Oluline erinevus R-ruudu ja korrigeeritud R-
ruudu vahel on see, et R-ruut suureneb automaatselt, kui lisada andmestikku sdltumatu
muutuja, kuid korrigeeritud R-ruudu puhul ei pruugi see juhtuda. Korrigeeritud R-ruut
suureneb juhul, kui lisatakse selline sGltumatu muutuja, mis muudub regressioonisirget
margatavalt. Seega on korrigeeritud R-ruut R-ruuduga vorreldes palju kasulikum meede,

hindamaks regressioonivorrandi kattuvust prooviandmestikuga. (Samas.)

1.7. Ekstratsellulaarsete partiklite genereerimine MLV gag valgu abil

Mikrovesiikulid ehk viiruslaadsed partiklid on eksosoomidest suuremad, 100-1000 nm
labimddduga vesiikulid, mida rakud sekreteerivad ekstratsellulaarsesse ruumi.

Mikrovesiikulid tekivad rakustressi ajal plasmamembraani véljapoole pungumisel.

Viiruslaadsete partiklite tekkimiseks piisav tingimus on viiruse poolt kodeeritud gag-valgu
ekspressioon. Enamiku retroviiruste puhul on gag-molekulid sihitud plasmamembraani, kus

need akumuleeruvad ja organiseeruvad valguliseks vorestikuks, mis edasisel formeerumisel
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muutub ebakipseks viiruslaadseks partikliks ja vabaneb. Seejarel I16hustab viirusproteaas

ebakupse partikli, muutes selle kiipseks. (Datta jt, 2011.)

Mikrovesiikulite tekkimise kaigus koguneb nendesse mitmesuguseid raku komponente
Mitmesugustest rakutulpidest parinevate struktuuridena erinevad mikrovesiikulid
uksteisest molekulaarse koostise poolest. Mikrovesiikuleid liigitatakse selle jargi, milline
rakk neid sekreteerib — vereliistakud, punalibled voi endoteeli rakud. (Pocsfalvi jt, 2015.)

Mikrovesiikuli moodustumise ajal tekib fosfolipiidide Umberjaotamise ja tsttoskeleti
valkude kokkutdmbumise tulemusena diinaamiline vastasmdju. Vesiikulite moodustumine
on indutseeritud fosfolipiidide translokatsioonist valimisse membraani. Pungumise
protseduur on labitud, kui tsiitoskeleti struktuurid on aktiini ja mdosiini vastasmdju toimel

kokku tdmbunud. (Samas.)

Uurimuses ,,Biochemical and proteomic characterization of retrovirus Gag based
microparticles carrying melanoma antigens” (Kurg jt, 2016) teostati valgusisalduse
iseloomustamiseks  viiruslaadsetes  partiklites LC-MS/MS  pdhine  margisevaba
kvantitatiivne proteoomika analuls. Antud t60s indutseeriti viiruslaadsete partiklite teke
MLV gag valgu (uleekspressiooniga ja kontrolliti erinevate melanoomi antigeenide
paiknemist tekkinud VLP-des. Selle tulemusena tuvastati viiruslaadsetes partiklites koik
viis melanoomi antigeeni, valgud MART1, TRP1, MCAM, MAGEA4 ja MAGEA10. Gag
valku oli viiruslaadsetes partiklites kdige rohkem. Lisaks tuvastati kdigis viiruslaadsetes
partiklites enam kui viissada unikaalset rakulist valku ning identifitseeriti mitu MLV gag
valguga interakteeruvat valku, mis on olulised viiruse pungumisel, nagu Tsgl101, Alix,
Nedd4 ja klatriini adaptervalgu kompleksid AP2 ja AP1. Enamik LC-MS/MS meetodiga
tuvastatud ja rakusiseste valkudega vastavuses olevaid peremeesvalkudest, mis osalevad
mitmetes  tsitoplasmaatilistes  slsteemides nagu tsutoskelett (aktiin, muosiin),
mikrotuubulid (tubuliin), tSaperonid, ubikvitiinsdltuv proteosoomisusteem, valkude ja
vesiikulite transport, signalisatsioon ja metabolism, paikneb eeldatavalt viiruslaadsetes
partiklites. Tuvastati mitmeid ribosoomivalke, translatsioonifaktoreid, RNA helikaase,
hnRNP valke ja tRNA stuintetaase. (Kurg jt, 2016.)
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2. Eksperimentaalne osa
2.1. Eesmaérgid

Kéesoleva bakalauruset6d eesmérgiks on LFQ intensiivsusi kasutades leida, milliste teiste
valkude suhtelist arvukust mikrovesiikulites mojutab valkude MCAM, MARTL,
MAGEA10, MAGEA4, MLV gag ja TRP1 tleekspressioon.

Nimetatud eesmérgi saavutamiseks teostati proteoomika andmete statistiline analuds,
kasutades R-studio ja SPSS programmi ning uurimusest ,,Biochemical and proteomic
characterization of retrovirus Gag based microparticles carrying melanoma antigens” (Kurg
jt, 2016) saadud algandmeid. Eelmainitud Gleekspresseeritud valkude iga kombinatsiooni
kohta loodi R-studio programmis neli graafikut (regressiooni graafik, Q-Q graafik,
residuals vs fitted ja residuals vs leverage), vordlemaks viiruslaadsetes partiklites olevate
valkude LFQ intensiivsusi. SPSS programmiga loodi aglomeratiivse klasterdamise abil
dendrogrammid, néditamaks, millised MCAM, MART1, MAGEA10, MAGEA4, MLV gag
ja TRP1 valkude kombinatsioonist mdjutatud valgud on teistega vdrreldes LFQ

intensiivsuse poolest mikrovesiikulites sarnased.

2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. VLP-de saamine ja mass-spektromeetriline analtdsimine

Melanoomi antigeene kandvate VLP-de tekitamist ja margisevabal LC-MS/MS baseeruvat
kvantitatiivset proteoomianalliisi on kirjeldatud uurimuses ,,Biochemical and proteomic

characterization of retrovirus Gag based microparticles carrying melanoma antigens” (Kurg

jt, 2016).

Mass-spektromeetrilisel analutsil saadud algandmeid vaadeldi, kasutades programmi
MaxQuant 1.4.0.8 (samas). Selle tulemusena saadud andmeid valkude suhtelise arvukuse
kohta kasutatakse k&esolevas bakalaureusettos, leidmaks valkude MAGEA10, MAGEA4,
MART1, TRP1, MLV gag ja MCAM seoseid teiste valkude suhtelise arvukusega.
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2.2.2. Regressioonanaltitis R-studio programmiga

Kasutasin R-studio programmi valkude MAGEA10, MAGEA4, MART1, TRP1, MLV gag
ja MCAM seostatuse leidmiseks teiste valkude suhtelise arvukusega mikrovesiikulites LFQ
intensiivsuse alusel. R-Studio on arvutiteadlase J. J. Allaire loodud vabavara andmete
statistiliseks t0otlemiseks ja tooks graafikutega.

Melanoomi kdigi nimetatud antigeenidega tehti esmalt kolm Katset viiruslaadsetes
partiklites olevate valkude LFQ intensiivsuse leidmiseks ja seejdrel arvutati programmis
Excel nende kolme katse keskmine, kasutades kasklust =AVERAGE. Niiviisi saadud
andmestik on salvestati arvutisse CSV formaadis (Comma-separated values) ja seejérel
kanti plottimiseks uuesti Gle R-studio programmi. Eelmainitud Uleekspresseeritud valkude
iga kombinatsiooni kohta loodi R-studio programmis neli graafikut (regressiooni graafik,
Q-Q graafik, residuals vs fitted ja residuals vs leverage), vordlemaks viiruslaadsetes
partiklites olevate valkude LFQ intensiivsusi. Edasi valiti saadud graafikute hulgast vélja
need, mille R-ruut véartus oli Ule 70% ja p-vaartus alla 0,05 ning mille valkude LFQ

intensiivsused olid seega vastastikku lineaarses soltuvuses.

2.2.3. Hierarhiline klasterdamine proteoomianallidsi mustrite leidmiseks

SPSS ehk Statistical Package for the Social Sciences on tarkvarapakett, mida kasutatakse
statistiliseks anallisiks. Esmalt kanti SPSS programmi iga valgu keskmine LFQ
intensiivsus. Edasise alt lles ehk aglomeratiivse klasterdamise kaigus kasutati keskmise
seostatuse ehk kaalumata keskmise seostatusega meetodit, kuna tegemist oli rohkem kui
kahe objekti seosega ning keskmise seostatuse meetod peaks andma klastrite vahelise
kauguse kohta koige tdpsema hinnangu. Klasterdamise tulemusena saadi dendrogrammid

proteoomianaltiisi mustrite leidmiseks.
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2.3. Tulemused ja arutelu
2.3.1. Proteoomide vordlus, kasutades Q-Q graafikute meetodit

Q-Q graafikud vordlevad konkreetsete kombinatsioonide andmestike hajuvust omavahel,
tuvastades, kas jaagid ehk prognoosivead on normaaljaotuse ehk teoreetiliselt eeldatud
jaotusega. Numbritega margistatud punktid t&histavad valke, mille LFQ intensiivsus véga
suure tbBendosusega ei lange normaaljaotusega kokku. Tabel 1 néitab, milliste
kombinatsoonide andmestike millised punktid (valgud) ei ole kahe andmestiku omavahelise
teoreetilise jaotuse hajuvusega kooskdlas. Q-Q graafikud koikide kombinatsioonide kohta
on toodud lisas (joonised 6, 11, 16, 21, 26, 31, 36, 41, 46, 51, 56, 61, 66, 71, 76).

Kdnealuse tabeli alusel saame véita, et kombinatsioonides MAGEA10xMAGEA4,
MAGEA10xMART1, MAGEA10xMCAM, MAGEA10XMLV gag ja MAGEA1O0xTRP1 ei
ole teoreetilise jaotuse hajuvusega kooskdlas punktid 336 ja 372 (vastavalt *Histone H3’ ja
’Histone H2A type 1-H’), kombinatsioonides MAGEA10xMART1, MAGEA10xMCAM,
MAGEA4XMCAM ja MAGEA4xTRP1 punkt 181 (’Histone H2B type 1-P’),
kombinatsioonides MAGEALOXMAGEA4  punkt 162  (’Serine/threonine-protein
phosphatase PP1l-alpha catalytic subunit’), kombinatsioonides MAGEAL1O0XTRP1 punkt
182 (’Histone H2B type 1-C/E/G’), kombinatsioonides MAGEA4XxMART1,
MAGEA4XMCAM ja MARTIXMCAM punkt 656 (’Alpha-2-macroglobulin-P’),
kombinatsioonides MAGEA4xMCAM, MAGEA4xMLV gag, MARTIXMCAM ja
MCAMXTRP1 punkt 10 ("Heat shock cognate 71 kDa protein’), kombinatsioonides
MART1XMCAM ja MLV gag XTRP1 punkt 20 CGAG MLVFF’), kombinatsioonides
MART1XMLV gag, MCAMXMLV gag ja MCAMXTRP1 punkt 34 (Tubulin beta-4B
chain’), kombinatsioonides MART1XMLV gag ja MCAMXMLYV gag punkt 12 (’Pyruvate
kinase isozymes M1/M2’), kombinatsioonis MART1xTRP1 punktid 50 ja 60 (vastavalt
’Actin, cytoplasmic 1’ ja ’Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase’), kombinatsioonis
MLV gag XTRP1 punkt 484 (*Osteopontin’).
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Tabel 1. Teoreetilisest normaaljaotusest kdrvale kalduva LFQ intensiivsusega valkudele

vastavate geenide nimetused.

MAGEA10 MAGEA4 MART1 MCAM MLV 8ag TRP1
MAGEA10 x
sigsindp Mistinds,
Histin2ah
MAGEA4 162, 336, 372 x
WistINZbe Histan3t, Histlhdbe, AZmp
Histihdah
MART1 181, 336, 372 181, 656 X
Wist1hZbe, HistIndb, HipaS, Mistih2be,  MIP8B,0AG MUVFF,
A2y A2ep
Histih2sh d
MCAM 181, 336, 372 10, 181, 656 10, 20, 656 X
r r
WistInBb, Mistin2ah Hspas, Pkm Plm, Tubbab Pim, Tubodt
MLV gag 336,372 10,12 12,34 12,34 x
r
Hist1habe Hist1hds, Histih2be, A2mp Actb,Japdh Hipa,Tubdab GAG MLVFE, Sppl
Mistin2ak
TRP1 181, 336,372 181, 656 50, 60, 656 10,34 20,484 x
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2.3.2. Regressioonigraafikute analliis

Regressioonigraafik néitab kombinatsiooni andmestike sobivust regressioonanalliusi
mudelisse. Mida suurem on korrigeeritud R-ruudu vaartus, seda suurem on vorreldavate

andmestike omavaheline korrelatsioon.

Tabeli 2 alusel saab 0Oelda, et kombinatsioonide MAGEA10xMAGEA4,
MAGEA10xMART1, MAGEA10xMCAM, MAGEA10xTRP1, MAGEA4XMART],
MAGEA4XMCAM, MAGEA4XTRP1, MART1XMCAM, MARTI1XTRP1 ja
MCAMXTRP1 andmestike omavaheline korrelatsioon on piisav, maaratlemaks lineaarset

soltuvust.

Tabel 2. Regressioonigraafikute korrigeeritud R-ruut vaartused.

MAGEALD MAGEAL MART] BACAM MLV gag TRF1
MAGEALD L
BAAGEAS 0.5678 x
MART1 0.8188 0.5443 x
rACAM 0.7181 08545 0,955 x
MLV gag 0,362 0.3226 0.4403 0.2971 x
TRP1 0.7531 0.9016 0. 9766 0.9734 0.3569 x
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2.3.3. Residuals vs fitted graafikute analtits

Residuals vs fitted graafikud néitavad, milliste valkude LFQ intensiivsus erineb
ennustatavast LFQ intensiivsusest kdige enam. Niisugune korvalekalle néitab, et
rakkudesse viidud plasmiididest kodeeritud valgud on véga suure tdendosusega mdjutanud
ennustatavast LFQ vadrtusest erineva LFQ intensiivsusega valkude suhtelist arvukust.
Graafikutel on konkreetse vaadeldava korrelatsiooni mudeli teoreetiliselt eeldatav
joongraafik mérgitud punase joonega, numbritega margistatud punktid tahistavad valke,
mille LFQ intensiivsus ennustatud regressioonimudelist olulisel méaaral erineb. Residuals vs
fitted graafikud kdikide kombinatsioonide kohta on toodud lisas (joonised 7, 12, 17, 22, 27,
32,37,42,47,52, 57,62, 67,72, 77).

Tabeli 3 alusel saame véita, et kombinatsioonides MAGEALOXMAGEA4,
MAGEA10xMART1, MAGEA10xMCAM, MAGEA10xMLV gag ja MAGEA10xTRP1
erineb ennustatavast LFQ intensiivsusest kdige enam, olles ennustatust méargatavalt suurem,
punkt 336 (’Histone H3%), kombinatsioonides MAGEA10xMAGEA4,
MAGEA10xMART1, MAGEA10XMCAM, MAGEA10xMLV gag, MAGEA10xTRP1 ja
MART1XMCAM punkt 372 (’Histone H2A type 1-H’), kombinatsioonides
MAGEA10xMART1, MAGEA10xMCAM, MAGEA4xMCAM, MAGEAL10XTRP1 ja
MAGEA4xTRP1 punkt 181 (’Histone H2B type 1-P’), kombinatsioonis
MAGEA10xMAGEA4 punkt 162 (’Serine/threonine-protein phosphatase PP1-alpha
catalytic ~ subunit’), kombinatsioonides MAGEA4XxMART1, MAGEA4XxMCAM,
MAGEA4xTRP1, MART1XxMCAM, MARTIXTRP1 ja MLV gag XTRP1 punkt 656
(’Alpha-2-macroglobulin-P’), kombinatsioonides MAGEA4xMCAM, MAGEA4xMLV
gag ja MCAMXTRP1 punkt 10 (’Heat shock cognate 71 kDa protein’), kombinatsioonides
MAGEAL10xMLV gag, MAGEA4xMLV gag, MAGEA4xTRP1, MARTIXMCAM,
MART1XMLV gag, MCAMXMLV gag, MCAMXTRP1 ja MLV gag XxTRP1 punkt 20
(GAG MLVFF’), kombinatsioonides MART1xXMLV gag ja MCAMxMLV gag punkt 34
(’Tubulin beta-4B chain’), kombinatsioonis MART1XTRP1 punktid 50 ja 60 (vastavalt
’Actin, cytoplasmic 1’ ja ’Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase’), kombinatsioonis

MLVgag xTRP1 punkt 484 (’Osteopontin’). Kombinatsioonides MART1IXMLV gag ja
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MCAMXMLYV gag erineb ennustatavast LFQ intensiivsusest kdige enam, olles ennustatust

margatavalt vaiksem, punkt 12 (’Pyruvate kKinase isozymes M1/M2”).

Tabel 3. Ennustatud regressioonimudelist oluliselt erineva LFQ intensiivsusega valkudele

vastavate geenide nimetused.

MAGEA1D MAGEAA MARTI1 MCAM MLV gag TRP1
MAGEA10D x
Mistone M4 Mistln3n
Histln2ah
MAGEA4 162, 336, 372 X
HISTIN2Be Hast1n3s HigtIndoe Admp
Hisgtihleh
MART1 181, 336,372 181, 656 x
HisTIn2be Histin3y M3peB, Mutindee GAG MLVFF, Mgt indan
MigtInlam A2mp Al
MCAM 181, 336,372 10, 181, 656 20, 372, 656 X
GAG MLVIF, Mistin3b ’—x:oE Fum Pum GAG MLVFF Pum, GAG MLVFF
i GAG MLVFF Tooets Tuao4e
Histin2dan
MLV gag 20, 336,372 10,12, 20 12,20,34 12,20, 34 X
Mist1hbe Mistih3b O - Acth, o H3pa8, GAG MLVFF GAG MLVFF Spel
Mistlhdan MistihZbe Admp Alme Tobtis A2mp
TRP1 181, 336, 372 20, 181, 656 50, 60, 656 10,2034 20, 484, 656 x

2.3.4. Residuals vs leverage graafikute analiis

Residuals vs leverage graafikud vGimaldavad tuvastada erandeid (nditeks sisestusvigu). X-
teljel on vaadeldavate punktide méjukus (leverage) — mida suurem on mojukus, seda enam
suudab antud punkt regressioonikdverat enda juurde "painutada”. Y-teljel on ja&k ehk
vaadeldava punkti (LFQ intensiivsuse) erinevus valgu teoreetiliselt eeldatavast LFQ
intensiivsusest. Need graafikud néitavad, milliste konkreetsete punktide eemaldamisel
muutuks valkude LFQ intensiivsuse regressioonimudel olulisel maaral. Kui residuals vs
fitted graafikud néitavad, millised punktid (valgud) erinevad teoreetiliselt ennustatud
regressioonimudelist kdige rohkem, siis residuals vs leverage graafikud aitavad leida valke,
mille LFQ intensiivsus mojutab ennustatud regressioonimudelit koéige tugevamalt.
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Residuals vs leverage graafikutes tuleb vaadelda punkte, mis asuvad valjaspool
punktiirjoont ehk Cooki kaugust. Cooki kaugus vdimaldabki identifitseerida vodrvaartusi
ehk vadrtusi, mis ei sobi antud regressioonanalulsi ning esialgset regressioonimudelit
oluliselt mdjutavad, seega saab jéreldada, et kdige enam on mikrovesiikulisse lisatud
valgud mdéjutanud nende valkude LFQ intensiivsust, mis jadvad valjapoole Cooki kaugust.
Residuals vs leverage graafikud kdikide kombinatsioonide kohta on toodud lisas (joonised
8, 13, 18, 23, 28, 33, 38, 43, 48, 53, 58, 63, 68, 73, 78).

Tabel 4. Ennustatud regressioonimudelit kdige enam mdjutava LFQ intensiivsusega

valkudele vastavate geenide nimetused.

MAGEALD MAGEAS MART1 MCAM pALY  Dag TRP1
WAGEALD X

Acth, Histlhiah,

Histlh3b
MAGEAS 50,372, 336 x

GAS MLVIE, Histlh3b,
HigEIRZak

MipaB, 340 MLV,
Aot

MART1 20,336,372 10, 20, 50
Wspal [eflal, Hipad, Eeflal HIpaE, GAG MLVFF,
Hiseih2ak Acth E
Benls
WMCAM 10, 49, 372 10, 48, 50 10, 20, 50 x
HipaB, GAG MLVFF, HipaB, GAG MLVFE,  HipaB, GAG MLVFF, MspaB, GAG MLVFE,
Tubale Acih Atk Tubalc
MLV gag 10, 20, 25 10, 20, 50 10, 20, 50 10, 20, 25 x
":pl?’._\ﬁ-'uﬁfdl.'ﬁ;_ Hspall, GAG MUYEE, E‘:‘;d‘:‘_-ﬂ Mipal, GAG MLVFF, Plem,. GAG MLVFE,
Histlhlsh Aty Tubkab Gapah
TRP1 10, 20, 372 10, 20, 50 12,50, 60 10, 20, 34 12,20, 50 x

Tabeli 4 alusel saame vaita, et valk MAGEA10 puhul jadb peaaegu igas antud
kombinatsioonis véljapoole Cooki kaugust punkt 372 (’Histone H2A type 1-H’), vdlja
arvatud kombinatsioonis MAGEAL1OXMLV gag; MAGEA4 puhul ja&b iga antud
kombinatsiooni tulemusena Cooki kaugusest véljapoole punkt 50 (’Actin, cytoplasmic 1°)
ja kbigis kombinatsioonides peale kombinatsiooni valguga MAGEA10 ka punkt 20 "GAG
MLVFF’); MCAM puhul jad&b iga antud kombinatsiooni tulemusena Cooki kaugusest
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valjapoole punkt 10 (’Heat shock cognate 71 kDa protein’), kombinatsioonides valkudega
MART1, MLV gag ja TRP1 ka punkt 20 CGAG MLVFF’) ning kombinatsioonides
valkudega MAGEA10 ja MAGEA4 ka punkt 49 (’Elongation factor 1 alpha 1’); MLV gag
puhul jadb igas antud kombinatsioonis véljapoole Cooki kaugust punkt 20 (CGAG
MLVFF’), kombinatsioonis kdigi valkudega peale TRP1 ka 10 (Heat shock cognate 71
kDa protein’), kombinatsioonis valkudega MAGEA4, MART1 ja MLV gag punkt 50
(’Actin, cytoplasmic 1°) ning valkudega MAGEA10 ja MCAM punkt 25 ("Tubulin alpha-
1C chain’).

2.3.5. Hierarhilise klasterdamise tulemused

MAGEA4 ja MAGEAL10 LFQ intensiivsuste hierarhilise klasterdamise tulemuseks on
dendrogramm, mis nditab, millised nende kombinatsioonist mdjutatud valgud on suurema
tdbendosusega LFQ intensiivsuse poolest sarnased. Valkudest, mille puhul
regressioonanalulis néitas, et nende LFQ intensiivsust mojutavad valgud MAGEALO,
MAGEA4, MART1, TRP1, MLV gag ja MCAM, sarnanevad dendrogrammi kohaselt LFQ
intensiivsuse poolest omavahel *Heat shock cognate 71 kDa protein’, ’Hemoglobin subunit
beta-2’, *Actin, cytoplasmic 1’ ja ’Histone H1.1’. Nendega sarnaneb ka valk ’Alpha-
enolase’, mille mdjutatust valkudest MAGEA10, MAGEA4, MART1, TRP1, MLV gag ja

MCAM regressioonanallius ei naidanud. (Vt lisa 2, joonis 80.)

MAGEA4 ja MARTL1 LFQ intensiivsuste hierarhilise klasterdamise tulemusena saadud
dendrogrammist on naha, et nende kombinatsioonist mdjutatud valkudest sarnanevad LFQ
intensiivsuse poolest omavahel valgud *Heat shock cognate 71 kDa protein’, ’Elongation
factor 1l-alpha 1°, °’Histone H2A type 1-H’, ’Hemoglobin subunit beta-2’ ja
’Serotransferrin’. (Vt lisa 2, joonis 81.)

MAGEA4 ja MCAM kombinatsioonist mdjutatud valkudest sarnanevad LFQ intensiivsuse
poolest omavahel valgud ’Actin, cytoplasmic 1°, *Heat shock protein 105 kDa’, *T-complex

protein 1 subunit alpha’ ja *Histone H2A type 1-H’. (Vt lisa 2, joonis 82.)
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MAGEA10 ja MART1 kombinatsioonist mdjutatud valkudest sarnanevad LFQ
intensiivsuse poolest omavahel valgud ’Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase’,

"Tubulin beta-4B chain’ ja ’Elongation factor 1-alpha 1°. (V1 lisa 2, joonis 83.)

MAGEA10 ja MCAM kombinatsioonist mdjutatud valkudest sarnanevad LFQ
intensiivsuse poolest omavahel "Hemoglobin subunit beta-2’, *Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase’, *Tubulin beta-4B chain’ ja *Serotransferrin’. (Vt lisa 2, joonis 84.)

MAGEA10 ja TRP1 kombinatsioonist mdjutatud valkudest sarnanevad LFQ intensiivsuse
poolest omavahel *Heat shock cognate 71 kDa protein’, ’Elongation factor 1-alpha 1’ ja
"Histone H2A type 1-H’. (Vt lisa 2, joonis 85.)

MARTL1 ja TRP1 kombinatsioonist mojutatud valkudest sarnanevad LFQ intensiivsuse
poolest omavahel valgud ’Heat shock cognate 71 kDa protein’, ’Histone H4’ ja
’Hemoglobin subunit beta-2’. (Vt lisa 2, joonis 86.)

Tabel 5. Geenid, mis on vastavuses rakkudesse viidud plasmiididest kodeeritud niisuguste
valkudega, mis on melanoomi antigeenide kombinatsioonide puhul LFQ intensiivsuse

poolest omavahel kdige enam sarnased.

MAGEA10 MAGEA4 MCAM MART1 MLV GAG TRP1
MAGEA10 X
Hspa8,Hbb-
2,Enol Actb,
Hist 1h2ah Hist1h3b,
MAGEA4 Tubbdb,Eeflal X
Hbb- Hspa8 Actb Hsp
2,Gapdh, Actb,Eeflal Hsp 90abl Esflal
90ab1, Tubbdb, Tubale
MCAM X
Gapéh HspS0zb1, Hspa8 Plom Eef] Hspa8, Tubbdb,Enol Cetd,
Tubbdb.Eeflal, alGaG. = B2
Actb MLVFF Enol
MART1 X
GAG MLVFF Sppl GAG MLVFF Gapéh, Tubbdb GAG MLVFF Pkm, Tubbdb, GAG MLVFF,Plm, Tubbdb,
Admp Admp
MLV GAG X
Hspa8 Hist1h2ah HspS0abl, GAG Actb,Eaf2, Tubbdb, Hbb-b2, Hspa8,Gapéh,En GAG MLVFF,
E=f2 Esflal Hbb- MLVFF, Actb, Tubale,Enol GAG MLVFF E=f2, Tubale 01,GAG MLVFF, Plom, Tubb4b,Uba52,Hbb-b2
52.Gapdh, Tubbdb Pkm

TRP1
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2.3.6. Arutelu

Nii Q-Q kui ka residuals vs leverage ja residuals vs fitted graafikute alusel saame viita, et
MAGEA10 uleekspressiooni puhul on punktid 336 ehk *Histone H3’ ja 372 ehk ’Histone
H2A type 1-H’ MAGEA10 partiklites enam esindatud kui teisi melanoomi antigeene
sisaldavates VVLP-des. H3 ja H2A on nukleosoomi uhed olulisemad komponendid, mis
muudavad DNA kompaktsemaks ja piiravad teatud valkude ligipdéasu, mis vajavad DNA-d
matriitsina. (Tagami jt, 2004.) Seega v0ib eeldada, et MAGEAL0 partiklid vdivad sisaldada

nukleosoome.

Punkt 181 ehk ‘Histone H2B type 1-P’ puhul néitavad nii Q-Q kui ka residuals vs fitted
graafikud, et selle valgu esindatus VLP-des on nii MAGEA10 kui MAGEA4
uleekspressiooni korral oluliselt kérgem. Seega vdib eeldada, et MAGEA10 ja MAGEA4
uleekspressiooni toimel hakkab rakk juurde tootma tslitosoolse sensorina toimivat
ekstrakromosomaalset histooni H2B, mille abil tuvastatakse kaheahelalisi DNA fragmente.
Niisugused fragmendid v@ivad kuuluda infektsioonitekitajatele rakus véi olla tekkinud
rakulise kahjustuse tdttu. VGdr-DNA sissetungimise vOi rakukahjustuse tulemusena
aktiveerib H2B interferoon (IFN)-B promootori, millega kaasneb immuunvastus.
(Kobiyama, K. Jt, 2013.) Histooni H2B suhtelise arvukuse suurenemine VLP-des
MAGEA10 ja MAGEA4 toimel vdib tdhendada, et melanoomi antigeenid MAGEA10 ja
MAGEA4 vdivad rakku kahjustada.

Nagu Q-Q ja residuals vs fitted graafikutest naha, tdstab nii MAGEA4 kui MART1
Uleekspressioon suure tdendosusega ka proteaasi inhibiitorina tuntud ja teatavate
kasvufaktoritega seonduva ‘Alpha-2-macroglobulin-P* (punkt 656) suhtelist arvukust VVLP-
des. Ekstratsellulaarne valk ‘Alpha-2 macroglobulin’ (A2M) séilitab rakus kasvufaktorite ja
tsttokineesi homoostaasi, inaktiveerib proteaase ning metalloproteaase, mis lagundavad
kasvajate metastaseerumisel rakumembraani. (Smorenburg jt, 1996.) Kuna ‘Alpha-2
macroglobulin® on peamine proteaasi inhibiitor, siis vOib selle suhtelise arvukuse
suurenemine VLP-des MAGEA4 ja MART1 toimel tdhendada, et need melanoomi
antigeenid vOivad suurendada proteaaside ja metalloproteaaside kogust.
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Valkude MAGEA10, MAGEA4, MART1, TRP1, MLV gag ja MCAM LFQ intensiivsuse
andmestiku alusel residuals vs leverage graafikute Cooki kaugusega saadud tulemustest
vOib jareldada, et kdik need valgud tdstavad punkt 10 ehk valk *Heat shock cognate 71 kDa
protein’ (Hsp70) suhtelise arvukuse taset VLP-des. Vahesel mééral kinnitavad sellist seost
ka Q-Q ja residuals vs fitted graafikud. Hsp70 kuulub kuumaSokivalkude hulka, mis
toimivad tSaperonidena raku teiste valkude voltimisel ja korrastamisel ning valesti voltunud
valkude uuesti voltimisel. Hsp70 valkude suhteline arvukus suureneb stressiolukorras.
(Mayer jt, 2005). Saadud tulemuste pohjal vdib jareldada, et kdik eespool loetletud valgud

vOivad pdhjustada rakustressi.

Residuals vs leverage graafikute tulemustest vdib jéareldada, et melanoomi antigeenid
MAGEA10, MAGEA4, MART1, TRP1 ja MCAM tostavad koéik punkti 50 ehk valgu
’Actin, cytoplasmic 1’ (ACTB) suhtelist arvukust VLP-des. Mitmed uuringud on ndidanud,
et ACTB polumerisatsioon ja lokaliseerumine véivad soodustada véhirakkude liikuvust,
invasiivsust ja metastaseerumist. ACTB polimerisatsiooni ja tsttoskeleti moodustumise
kaigus tekivad véhirakul valjasopistused, mis aitavad rakul liikuda. (Guo jt, 2012). Kuna
ACTB uleekspressioon suurendab véhirakkude liikuvust, siis vdib sellest jareldada, et nii
MAGEA10, MAGEA4, MART1, TRP1 kui ka MCAM soodustavad kasvajate

metastaseerumist.

Q-Q ja residuals vs fitted graafikute alusel saab vaita, et TRP1 Uleekspressiooni puhul on
punkt 484 ehk ’Osteopontin’ TRP1 partiklites enam esindatud kui teisi melanoomi
antigeene sisaldavates VLP-des. *Osteopontin’ méngib olulist rolli vahi progresseerumise,
metastaseerumise ja angiogeneesi juures, indutseerides onkogeene, suurendades
metastaatilist potentsiaali mitmesugustes vahirakkudes ja soodustades nende rakkude
ellujadmist (Ahmed jt, 2011). Eelnevast voib jareldada, et kuna TRP1 ileekspressioon vdib
pbhjustada ’Osteopontini’ suhtelise arvukuse téusu VLP-des, siis v0ib see omakorda

soodustada vahirakkude ellujag&dmist ja metastaseerumist.

Nii Q-Q kui ka residuals vs leverage ja residuals vs fitted graafikute alusel on néha, et
TRP1 (leekspressioon tdstab punkt 60 ehk valgu ’Glyceraldehyde-3-phosphate
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dehydrogenase’ (GAPDH) suhtelist arvukust. GAPDH on multifunktsionaalne valk, mis
osaleb glukolisil ja apoptoosis ning vdib glikolltilist ainevahetust suurendades
pohjustada kasvajate progresseerumist ja metastaatilist levikut (Ramos jt, 2015). Kuna
TRP1 uUleekspressioon voib pohjustada GAPDH suhtelise arvukuse tdusu VLP-des, siis

vOib see omakorda soodustada vahirakkude metastaatilist levikut.

Punkt 20 on MLV gag valk ise, mis on kdigis VLP-des alati ja igasugustel tingimustel ks

suhteliselt suurima arvukusega valkudest (Kurg jt, 2016).

Lineaarset soltuvust LFQ intensiivsuste vahel nditas regressioonanalliis. Peaaegu taielik
lineaarne sdltuvus (R-ruut véartus tle 0,7) on peaaegu kdigi kombinatsioonide vahel, vélja

arvatud kombinatsioonid valguga MLV gag (R-ruut vaartused alla 0,5).

Statistilist olulisust valjendav 0 ja 1 vahele jadv p-vaartus, mille piiriks loetakse tulemust
p=0,05, oli kdigi kombinatsioonide puhul vaiksem kui 2,2 x 1076,

Regressioonanalutsiga leitud valgud, mille LFQ intensiivsust on mdjutanud valgud
MAGEA10, MAGEA4, MART1, TRP1, MLV gag ja MCAM, on osaliselt ndha ka
hierarhilise klasterdamisega loodud dendrogrammides. Nende valkudega on omavahel
sarnase LFQ intensiivsuse alusel seotud ka niisuguseid valke, mida regressioonanalliis ei
leidnud. Nimetatud seos vdib tdhendada, et kéik leitud valgud vbéivad kuuluda uhte

kompleksesse stisteemi, mida tuleks edaspidi uurida.
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Kokkuvote

Kéesoleva bakalaurusetod6 eesmérk on leida melanoomi antigeenidega MAGEA10,
MAGEA4, MART1, TRP1, MLV gag ja MCAM rikastatud VLP-de koostise sdltuvus
nimetatud valkudest ja seosed teiste valkude suhtelise arvukusega, kasutades LFQ

intensiivsust R-studio ja SPSS programmis.

R-studio programmis labi viidud regressioonanaliisi tulemustest saab jareldada, et valgu
’Heat shock cognate 71 kDa protein’ LFQ intensiivsust tdstavad valgud MAGEA10,
MAGEA4, MLV gag, TRP1, MART1 ja MCAM, mis vo0ivad seega kdik pohjustada
rakustressi, kuna Hsp70 valkude suhteline arvukus suureneb stressiolukorras.

MAGEAI10 (leekspressiooni puhul on valgud ’Histone H3’ ja ’Histone H2A type 1-H’
MAGEAZ10 partiklites enam esindatud kui teisi melanoomi antigeene sisaldavates VLP-des.
Kuna H3 ja H2A on nukleosoomi (hed olulisemad komponendid, siis vOib eeldada, et
MAGEA10 partiklid voivad sisaldada nukleosoome.

‘Histone H2B type 1-P’ esindatus VLP-des on nii MAGEA10 kui MAGEA4
uleekspressiooni korral oluliselt kérgem. Seega vdib eeldada, et MAGEA10 ja MAGEA4
uleekspressiooni toimel hakkab rakk juurde tootma tslitosoolse sensorina toimivat
ekstrakromosomaalset histooni H2B, mille suhtelise arvukuse suurenemine VLP-des vdib
tdhendada, et melanoomi antigeenid MAGEA10 ja MAGEA4 vdivad rakku kahjustada.

Nii MAGEA4 kui MARTL leekspressioon tdstab suure tdendosusega proteaasi
inhibiitorina tuntud °Alpha-2-macroglobulin-P* suhtelist arvukust VLP-des, mis voib
tdhendada, et kdnealused melanoomi antigeenid vd@ivad suurendada proteaaside ja
metalloproteaaside kogust. Proteaaside ja metalloproteaaside (ks funktsioone on

rakumembraani lagundamine kasvajate metastaseerumisel.

Melanoomi antigeenid MAGEA10, MAGEA4, MART1, TRP1 ja MCAM tostavad koik
valgu ’Actin, cytoplasmic 1° (ACTB) suhtelist arvukust VLP-des. Kuna ACTB

polumerisatsioon ja lokaliseerumine vdivad soodustada vahirakkude liikuvust ja
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invasiivsust, siis voib sellest jareldada, et nii MAGEA10, MAGEA4, MART1, TRP1 kui ka

MCAM vdivad soodustada kasvajate metastaseerumist.

TRP1 uleekspressioon tdstab suure tbendosusega nii valgu ’Osteopontin’ kui valgu
’Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase’ (GAPDH) suhtelist arvukust VLP-des. Kuna
’Osteopontin’ méingib olulist rolli vdhi progresseerumise, metastaseerumise ja angiogeneesi
juures, GAPDH aga voib glukoltutilist ainevahetust suurendades pdhjustada kasvajate
progresseerumist ja metastaatilist levikut, siis vdib eeldada, et TRP1 vdib soodustada vahi

progresseerumist ja metastaatilist levikut.

SPSS programmis teostatud aglomeratiivse klasteranaltitisi eesmark oli liigitada objektid
organiseeritud  slsteemi, kus igas rihmas on sarnaste omadustega liikmed.
Regressioonanalulsiga leitud valgud on osaliselt ndha ka hierarhilise klasterdamisega
loodud dendrogrammides, kus nendega on omavahel sarnase LFQ intensiivsuse alusel

seotud ka niisuguseid valke, mida regressioonanaliiis ei leidnud.

Nimetatud seos vdib tdhendada, et kdik valgud, mille puhul seosed leiti, v@ivad kuuluda

uhtsesse kompleksesse stisteemi, mida tuleks edaspidi uurida.
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Proteomic analysis of virus-like particles carrying melanoma antigens

Ranel Tammela

Summary

Previous works of our lab had shown that different melanoma antigens, MAGEALDO,
MAGEA4, MARTL1, TRP1, MLV gag and MCAM are incorporated into virus-like particles
induced by over-expression of MLV Gag protein. The aim of this bachelor thesis is to find
the links between these melanoma antigens with other protein abundances by analyzing
their LFQ intensities with R-studio and SPSS program.

R-studio carried out regression analysis and it can be concluded that the protein, *Heat
shock cognate 71 kDA’, abundance can be regulated by MAGEA10, MAGEA4, MLV gag,
TRP1, MARTL1, and MCAM. The reason for this multitude might be due to the fact that
previously mentioned six proteins might cause stress in cells, because Hsp70 proteins

relative abundance increases with stress, respectively.

Overexpression of MAGEA10 causes ’Histon H3’ and ’Histone H2A type 1-h’ to be
presented with higher abundancy in virus-like particles. Since H3 and H2A are part one of
the most important component of a nucleosome. It can be assumed that particles with
MAGEA10 proteins contain nucleosomes.

’Histone H2B typel 1-p’ is a represented in virus-like particles due to overexpression of
MAGEA10 and MAGEA4 and the abundance was substantially higher. Thus, it can be
assumed that the overexpression of MAGEA4 and MAGEA10 causes cells to produce a
sensor like functioning extrachromosomal cytosolic histone H2B, which may be caused by

the damage that previously mentioned MAGE antigens did.

MAGEA4 and MARTL1 overexpression increases the likelihood of the relative abundance
of a protease inhibitor known as ’Alpha-2-macroglublin-P’, which may mean that the

mentioned melanoma antigens increase with great probability the quantities of proteases
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and metalloproteases. One function regarding proteases and metalloproteases is that those

disintegrate cell membranes with the process of metastasis.

All five melanoma antigens (MAGEA4, MART1, TRP1, and MCAM) raise the relative
abundance of ’Actin,cytoplasmic 1° (ACTB) in virus-like particles. Since ACTB
polymerization and localization may promote cancer mobility and invasiveness. Thus, it
can be concluded that MAGEA10, MAGEA4, MART1, TRP1 and MCAM may promote

tumor metastasis.

TRP1 overexpression likely increases the abundance of ’Osteopontin’ and
"Glyceraldehyde-3-phosphate  dehydrogenase’ (GAPDH) in virus-like particles.
’Osteopontin’ plays an important role in tumor progression, metastasis, and angiogenesis,
and GAPDH, however, can lead to tumor progression by increasing the glycolytic
metabolism and metastatic spread. Consequently, it can be assumed that TRP1 may
promote the progression of cancer and metastatic spread.

SPSS program conducted an agglomerative cluster analysis which was designed to classify
an object in an organized system, where members of each group have similar
characteristics. The proteins found in the regression analysis were also seen in the
dendrograms which was made by hierarchical clustering. These links may mean that all of
the proteins from which the links were found, could be included in a single system in a

complex manner that needs further investigation.
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Joonis 28. MAGEA4 ja TRP1 dendrogramm.
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Joonis 29. MCAM ja TRP1 dendrogramm.
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Joonis 30. MLV gag ja TRP1 dendrogramm.
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Joonis 31. MLV gag ja MAGEAL10 dendrogramm.
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Joonis 32. MLV gag ja MAGEAA4 dendrogramm.
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